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摘要 :【 目的 】 细 胞 凋 亡 是 一 个 细胞 自动 结束 生命 的 过 程 ,也 称 为 程序 性 细胞 死亡 (programmed cell death, PCD), 
头 部 退化 缺陷 基因 (head involution defective, hid ) 是 昆虫 细胞 凋 ] 
亡 蛋 白 抑 制 因子 (inhibitor of apoptosis proteins, IAPs) 的 保护 作用 来 






































实 晶 Bactrocera dorsalis 的 hid 基因 ,并 研究 


村 小 实 蝇 hid 基因 的 cDNA 全 长 序列 。 利 用 谈 光 定量 
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因 RHG 家 族 的 成 员 ,该 家 族 基 因 通 过 克服 凋 
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保证 PCD 的 发 生 。 本 研究 旨 在 克隆 和 分 析 桂 小 




















其 在 各 发 育 阶段 的 表达 情况 。【 方 法 】 利 用 RT-PCR ftl RACE 技术 获得 了 
PCR 对 hid 基因 在 桔 小 实 蝇 不 同 发 育 阶段 的 转录 水 平 进行 分 




















析 。[【 结果 ] 克隆 获得 村 小 实 蝇 hid cDNA 序列 ,将 其 命名 为 Bdhid ( GenBank 登录 号 为 KJ461670 ) ,其 开放 阅读 框 长 





1 029 bp, 编码 342 个 氨基 酸 。 氮 基 酸 序列 分 
Grim Helix 3 (GH3) 结构 域 , 与 其 他 已 知 的 双 翅 目 昆 虫 hid. 基因 























基因 在 桔 小 实 晶 细 胞 凋 亡 途径 中 的 功能 及 其 转基因 条 件 致死 品 








显示 其 具有 一 个 短 上 























的 N- 端 肽 其 元 ( IAP-binding-motif, IBM) 4I C- 端 














较 高 的 同 源 性 。 实 时 荧光 定量 PCR 检测 结果 表 















































明 ,该 基因 在 桔 小 实 晶 的 幼虫 期 表达 水 平 较 低 , 晴 期 及 成 虫 期 表达 量 显著 升 高 。【[ 结 论 ] 这 些 结果 为 进一步 研究 hid 
二 系 的 获得 黄 定 了 基础 。 
寺 菊 光 定 量 PCR 














关键 词 : 桔 小 实 晶 ; 细胞 凋 亡 基因 ; 分子 克 隆 ; 序列 分 析 ; 实 





中 图 分 类 号 : Q966 文献 标 识 码 ， A 








文章 编号 : 0454-6296(2014)06-0673-08 

Cloning and developmental expression analysis of an apoptosis gene hid in 
the oriental fruit fly, Bactrocera dorsalis ( Diptera. Tephritidae) 
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WAN Fang-Hao" * (1. State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of 


Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China; 2. Guangdong 


Entomological Institute, Guangzhou 51 


0260, China) 


Abstract: [ Aim] Apoptosis is an active process that cells kill themselves automatically, and it is also 
referred to as programmed cell death ( PCD). Head involution defective ( hid) belongs to the RHG gene 


family whose members are primary regulators of PCD in insects due to their antagonistic effect on inhibitor 


of apoptosis proteins (IAPs). The aim of this study was to explore the expression pattern of hid in the 
oriental fruit fly, Bactrocera dorsalis at different developmental stages. [Methods] The full-length cDNA 
of hid was cloned by RT-PCR and RACE from B. dorsalis. The transcriptional level was analyzed by real- 
time quantitative PCR. [Results] The full-length cDNA sequence of hid from B. dorsalis was cloned, 
KJ461670) , with a 1 029 bp open reading 


which was named as Bdhid ( GenBank accession number; 


frame encoding 342 amino acids. It has the N-terminal IAP-binding-motif ( IBM) and the C-terminal 


Grim Helix 3 motif ( GH3) in its amino acid sequence, exhibiting high conservation with the known hid 


genes from other dipterans. The mRNA expression level of Bdhid was low in larvae and relatively higher 


in pupae and adults. [Conclusion] The results provide a foundation for further research of hid in insect 


apoptosis and for the development of conditional lethality strains by transgenic approaches. 
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所 有 的 多 细胞 动物 在 发 育 中 都 必须 经 历 细胞 死 
亡 ,这 些 超 微 的 形态 学 改变 在 生物 体 的 生长 发 育 .器 
官 形成 以 及 组 织 稳 态 调控 等 生命 过 程 中 起 着 关键 性 
作用 (Ker et al., 1972; Wylli, 1980 ) ,能 够 促进 生 
物体 更 好 地 适应 生存 环境 ,近年 来 成 为 一 个 多 领域 
关注 的 研究 热点 ( 张 金 叶 , 2011) 。 在 秀丽 隐 杆 线虫 
Caenorhabditis elegans 中 发 现 了 大 量 影响 程序 化 细 
胞 死亡 (programmed cell death, PCD) 的 突变 ,ced-9 , 
ced-4 和 ced-3 这 3 个 基因 已 被 证 实 控 制 着 线虫 体内 
程序 化 细胞 死亡 的 整体 过 程 ,这 些 研究 有 力 地 支持 
了 PCD 的 概念 (Ellis et al., 1991; Fraser, 1999 ) 。 
同时 ,ced-3 和 ced-9 这 两 个 基因 在 线虫 与 哺乳 动物 
间 具 有 同 源 性 ,被 认为 在 细胞 调 亡 中 发 挥 了 相似 的 
功能 ,这 说 明 在 进化 过 程 中 细胞 效 亡 途径 的 某 些 组 
成 部 分 是 保守 的 。 

在 昆虫 细胞 正常 生长 状态 , 凋 亡 和 蛋白 抑制 因子 
(inhibitor of apoptosis proteins, IAPs ) 通过 对 细胞 凋 
亡 起 始 酶 Caspase 上 游 因子 的 泛 素 化 作用 从 而 阻止 
caspase 基因 的 表达 ;在 遇 到 细胞 凋 亡 信号 时 ,细胞 
凋 亡 基因 RHG( Reaper, Hid, Grim) KIKE A FIRAS 
N- 端 肽 基 元 结构 能 够 与 IAPs 结合 ,从 而 解除 IAPs 
对 casapse 成 员 的 抑制 作用 ,进而 启动 细胞 凋 亡 的 遗 
传 级 联 途 径 (Salvesen and Duckett, 2002; Schetelig 
et al., 2011) 。 昆 虫 中 对 细胞 凋 亡 的 研究 最 为 详尽 
的 是 模式 生物 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster, TE 
Aer , 凋 亡 蛋白 抑制 因子 IAPs 在 细胞 凋 亡 途径 中 
发 挥 了 启动 或 关闭 的 关键 “阀门 ”作用 ,因此 这 种 模 
式 也 被 称 作为 “ 气 阀 模型 ”( Steller, 2008; 张 金 叶 ， 
2011), 

目前 RHG 家 族 的 reaper, hid 和 grim3 个 基因 
已 先后 从 果 晶 中 分 离 得 到 , 并 进行 了 相关 研究 
( White et al., 1994; Grether et al., 1995; Chen 
et dol.，1996 ) 。 其 中 头 部 退化 缺陷 基因 ( head 
involution defective, hid) ,又 名 wrinkled ( W) 基因 ,于 
1995 年 从 黑 腹 果 蝇 中 首次 被 克隆 得 到 ,并 通过 突变 
该 基因 的 果 蝇 品系 验证 了 其 在 细胞 凋 亡 过 程 中 的 功 
能 (Grether et al., 1995) 。 研 究 证 明 , hid 基因 是 丝 
裂 原 激 活 的 和 蛋白 激酶 信号 通路 (mitogen-activated 
protein kinase, MAPK) 的 靶 分 子 ,MAPK 可 通过 作用 
于 胞 内 的 转录 调节 因子 yan 和 pni 抑制 hid 的 转录 ， 
阻 断 其 诱导 的 细胞 凋 亡 ( Bergmann et al., 2002) 。 

ihah Bactrocera dorsalis ( Hendel) 是 一 种 世 
界 性 检疫 害虫 , Je XH H (Diptera), 3 ta $} 
( Trypetidae) , Z£ E Sz HEE F} ( Dacinae ) ,是 由 52 个 

















































































































姐妹 种 组 成 的 复合 种 (Drew and Hancock, 1994) 。 
该 虫 具有 寄主 范围 广 ,繁殖 力 强 ,防治 困难 等 特点 ， 
严重 危害 250 多 种 水 果 和 蔬菜 ,是 热带 和 亚 热 种 水 
果 的 “头号 杀手 ”( Bateman ，1972 ) 。1937 年 ,该 虫 
首次 在 中 国 大 陆 被 报道 (Xie, 1937) ,至 20 世纪 90 
年 代 该 虫 在 我 国 华南 地 区 开始 猩 狂 , 对 我 国 水 果 和 
蔬菜 等 重要 经 济 作物 构成 严重 威胁 ( 季 清 娥 等 ， 
2007) ,成 为 制约 该 地 区 果蔬 生产 持续 稳定 发 展 的 
因素 之 一 。 

目前 ,在 昆虫 中 , 除 模式 物种 黑 腹 果 蝇 外 ,md 
基因 已 在 加 勒 比 按 实 蝎 Anastrepha. suspensa. 和 墨 西 
PIXKANA. ludens 中 通过 同 源 克隆 的 方法 克隆 得 
到 。 分 离 获 得 村 小 实 蝇 细 胞 凋 亡 基因 hid 并 对 其 进 
行 序列 结构 与 表达 分 析 , 对 于 进一步 研究 昆虫 细胞 
凋 亡 途径 具有 重要 的 意义 。 本 研究 利用 反 转 录 
PCR (reverse transcription PCR, RT-PCR ) 和 cDNA 
末端 快速 扩 增 (rapid-amplification of cDNA ends, 
RACE ) 技 术 首次 克隆 了 桔 小 实 蝇头 部 退化 缺陷 基 
hid 的 cDNA 序列 ,对 其 推导 的 氨基 酸 序列 进行 
了 比 对 分 析 。 采 用 实时 荧光 定量 PCR 技术 检测 了 
hid 基因 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 情况 ,以 期 为 桔 小 
实 蝇 细 胞 凋 亡 途径 的 研究 及 转基因 致死 品系 的 构建 
打下 基础 。 


































































































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

桔 小 实 蝇 种 群 来 源 为 中 国 热带 农业 科学 院 彭 正 
强 老 师 实验 室 饲 养 种 群 ,在 中 国 农业 科学 院 植物 保 
护 研究 所 养 虫 室内 饲养 传代 。 饲 养 条 件 :26 + 
0.5C ,相对 湿度 60% ~70% , 光 周 期 14L: 10D。 
1.2. 主要 试剂 及 仪器 

RNA 提取 试剂 Trizol 购 自 Invitrogen 公司 ; 
RACE jl £z ( SMARTer"" RACE cDNA Amplification 
Kit) 购 自 Clontech 公司 ; 反 转 录 试 剂 盒 Super Script 
First-Strand Synthesis System, X J6 4E © A KI 
TransStart"" Green qPCRSuperMix ,TransStartTaq DNA 
Polymerase 和 族 胶 回收 试剂 盒 均 采购 自 Transgen 公 
司 。 实 验 所 用 的 引物 由 上 海 生 工 生 物 工 程 技术 服务 
有 限 公司 合成 ,产物 测序 也 由 该 公司 完成 。PCR 仪 
型 号 为 PTC-200, 实时 荧光 定量 PCR UM -5 
为 ABI7500。 
1.3 NKM hid 基因 的 克隆 及 序列 分 析 
1.3.1 总 RNA 提取 及 cDNA 第 一 链 的 合成 : 取 1 






































6 期 ICE SE: 桔 小 实 晶 细胞 凋 亡 基因 
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头 材 小 实 蝇 成 虫 , 采 用 Trizol Invitrogen, USA) 一 步 
法 提取 总 RNA ,采用 Implen 超 微量 紫外 可 见 分 光 光 
度 计 (NanoPhotometer"" P-Class ) 和 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
鉴定 RNA 的 纯度 和 完整 度 。 取 3 pg 总 RNA, 按 昭 
反 转 录 试 剂 盒 Super Script First-Strand Synthesis 
System 的 说 明 书 步骤 合成 cDNA. 第 一 链 。 

1.3.2. 本 小 实 蝇 hid 基因 cDNA 序列 片段 的 获得 ; 
下 载 NCBI 中 已 知 的 12 种 果 蝇 属 昆 虫 以 及 加 勒 比 














按 实 蝇 和 墨西哥 按 实 蝇 的 hid 同 源 基因 的 推导 氨基 
酸 序列 (图 1) 进行 比 对 分 析 , 然后 参考 Boyce 等 
(2009) 的 简 并 引物 设计 策略 和 方法 ,通过 在 线 简 并 
引物 设计 软件 1CODEHOP (https://icodehop. cphi. 
washington. edu/i-codehop-context/ Welcome ) 在 其 两 
个 完全 保守 的 区 段 ATQTPMQSPL 和 
DRYDNFTAGRERLQE ( K 1) 分 别 设计 上 游 和 下 游 
简 并 引物 hid-C1 和 hid-M7( 表 1)。 





表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 

















引物 名 称 引物 序列 (5 -3') 引物 用 途 
Primer name Primer sequence Use of primers 
hid-C1 CACCCAGACCCCCATGCARWSNCC cDNA 片段 扩 增 
hid-M7 GCGGCCGGCGGTRAARTTRTC Amplification of cDNA fragments 
k 5'cDNA 末端 扩 增 /定量 PCR 
hid-R602 TGAGAGACTACCATGCAAACGCGAATG 
i 5 9 S c pue Amplification of 5' end of cDNA/qPCR 
5'cDNA 末端 扩 增 
hid-R514 TTGGTGCCTTGTCGCTITCCGTCGCCCCG 
di FEIGE SRI ECE Amplification of 5' end of cDNA 
3' end of cDNA 末端 扩 增 /定量 PCR. 
hid-F48 TTCGGGGCGACGCAAGCGACAACG 
: 3 CEERACG oG Amplification of 3' end of cDNA/qPCR 
a-TUB-F CGCATTCATGGTTCATAACG 定量 PCR 内 参 基因 
a-TUB-R GGGCACCAAGTTAGTCTGGA Reference gene for qPCR 





以 第 一 链 cDNA 为 模板 进行 PCR , 扩 增 条 件 为 : 
95*C 预 变性 3 min; 然 后 95% 变性 30 s,55?C 退火 30 
s,72% 延伸 1 min, 共 35 个 循环 ;最 后 72%C 延伸 10 
min, PCR 扩 增 产物 用 196 3 E BE OSEE B VK ETT E 
定 , 切 取 目 的 条 带 ,利用 琼脂 糖 凝 胶 回收 试剂 盒 纯 化 
后 ,与 pk4ASY-TI 载体 连接 ,转化 至 Trans1-Tl 感受 态 
细胞 ,接种 到 含 Ampicillin, X-Gal 和 IPTG 的 培养 基 

音 养 。 挑 取 白 色 单 菌落 培养 , 选 出 阳性 克隆 , 送 上 海 
生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公司 测序 。 

1.3.3 ”村 小 实 蝇 hid 基因 cDNA 5' 末 端 和 3' 示 端的 
获得 :根据 1.3.2 节 中 获得 的 中 间 序 列 片 段 设计 5" 
RACE 引物 hid-R602 和 hid-R514, 以 及 3'RACE | 
物 hid-F485 (Æ 1) ,以 hid-F485 和 UPM 为 引物 扩 增 
基因 的 3’ 端 ,反应 程序 :95%C 预 变性 5 min; 然后 
95*C 变性 30 s,65*C 3B X 30 s,72% 延伸 2 min, 共 35 
个 循环 ;最 后 72% 延伸 10 min。 以 hid-R602 和 UPM 
为 引物 扩 增 基因 的 5' 端 ,反应 程序 同上 。 将 5" 
RACE 的 PCR 产物 用 ddH,O 稀释 50 倍 后 , 取 1 pL 
稀释 产物 作为 第 2 次 PCR 反应 的 模板 ,以 hid-R514 
与 NUP 为 引物 进行 PCR 扩 增 。 反 应 程序 :95C 预 
变性 5 min; 然 后 95% 变性 30 s,60% 退火 30 s,72%C 
延伸 3 min, 共 20 个 循环 。 

扩 增 产物 用 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 进行 鉴定 , 切 
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pEASY-TI 载体 连接 ,转化 至 Transl-TI 感受 态 细胞 ， 
接种 到 含 Ampicillin, X-Gal 和 IPTG 的 培养 基 培 养 。 
挑 取 白色 单 菌 落 培养 , 选 出 阳性 克隆 , 送 上 海 生 工 生 
物 工程 技术 服务 有 限 公司 测序 。 

1.3.4 村 小 实 蝇 hid 基因 序列 分 析 及 其 系统 发 育 
分 析 : 利 用 DNAMAN 和 EditSeq 进行 序列 分 析 并 拼 
接 获 得 Bdhid cDNA 全 长 序列 ;采用 ORF Finder 
(http://www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. html ) 来 
鉴定 全 长 cDNA 的 开放 性 阅读 框 , 然 后 在 两 端 非 翻 
译 区 设计 引物 ,以 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 测 
序 后 比 对 ,以 确认 所 得 序列 的 正确 性 ;利用 BLAST 
( http://www. ncbi. nlm. gov/BLAST/ ) 软件 对 所 得 序 
列 与 GenBank 中 的 核 彰 酸 序列 数据 库 进行 同 源 性 
比较 分 析 。 

将 黑 腹 果 晶 和 加 勒 比 按 实 晶 hid 基因 的 推导 
氨基 酸 序列 ,以 及 2013 年 NCBI 公布 的 地 中 海 实 
W& Ceratitis capitata PIZ ta Musca domestica. 基因 组 
中 的 cell death. W-like 基因 的 推导 氨基 酸 序列 ,与 本 
研究 获得 的 Bdhid 的 推导 氨基 酸 序列 一 起 应 用 
Clustal X 软件 进行 氨基 酸 多 重 联 配 分 析 , 用 
Genedoc 软件 作 图 。 根 据 Clark-Lewis 等 (1991 ) 对 
MAPK 磷酸 化 位 点 的 定义 及 Bergmann ( 1998 ) 对 
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iE HID 和 蛋白 MAPK 磷酸 化 位 点 的 的 分 析 方 法 在 
Bdhid 所 编码 的 氨基 酸 序 列 上 进行 了 磷酸 化 位 点 
分 析 。 

从 GenBank 和 EMBL 数据 库 上 下 载 所 有 已 知 
HID 同 源 和 蛋白 ,与 桔 小 实 晶 hid 基因 推导 蛋白 一 起 
进行 系统 发 育 分 析 。 使 用 分 子 进化 遗传 分 析 软 件 
(neighbor-joining method) 构建 系统 进化 树 。 针 对 两 
种 拓扑 树 各 分 支 节 点 均 进 行 重 抽样 检验 ( Bootstrap 
估算 ) ,各 重复 1 000 次 检验 分 子 系统 树 各 处 的 置 
信 度 。 

1.4 ”村 小 实 蝇 hid 基因 的 表达 分 析 

分 别提 取 桔 小 实 蝇 1,2 和 3 WEZ dm. I 和 8 日 
龄 肾 , 初 羽化 及 羽化 后 5 d 的 雌 、 雄 成 虫 的 总 RNA， 
不 同时 期 样品 重复 3 次 ,并 分 别 取 3 ug RNA 合成 
cDNA 第 一 链 , 方 法 及 步骤 同 1.3.1 节 。 设 计 引 物 
hid-F485 和 hid-R602 , 目标 片段 长 度 为 118 bp; a- 
TUB 基因 作为 内 标 参 比 基 因 ,所 用 引物 为 a-TUB-F 
fll a-TUB-R( 表 1) ,其 扩 增 片段 长 度 为 184 bpo 

本 实验 在 ABI 的 7500 Real-Time PCR System 上 
进行 ,样品 重复 3 次 , 另 加 3 个 无 模板 的 阴性 对 照 。 
反应 体系 (20 pL) 为 :1 pL 上 稀释 5 倍 的 cDNA, 上 下 
游 引物 (10 mmolL) 各 0.5 pL,0.4 uL 的 ROX 
Reference Dye(50 x ) ,10 pL 2 x TransStart"" Green 
qPCRSuperMix fll 7. 6 uL ddH,O, PCR 反应 程序 如 
下 :94Y% 预 变性 3 min; 94?C. 30 s,60% 30 s, 72*C 
30 5,40 个 循环 ,然后 进行 熔 解 曲线 分 析 。 

1.5 数据 统计 与 分 析 

本 实验 采用 2 "法 计算 相对 表达 量 ,根据 所 
得 数据 做 柱 形 图 。 利 用 SAS 软件 的 ANOVA 对 数据 
进行 统计 分 析 , 采 用 LSD 法 进行 多 重 比较 检验 , 显 
著 性 检验 水 平 P=0.05。 





















































2 结果 与 分 析 


2.1 WNK hid 基因 克隆 与 氨基 酸 序列 结构 分 析 
根据 NCBI 中 同 源 序列 设计 引物 ,采用 反 转 录 
PCR 及 RACE-PCR 方法 得 到 桔 小 实 晶 hid 的 完整 的 
cDNA 序列 ,将 其 命名 为 Bdhid ( GenBank 登录 号 为 
KJ461670) 。 该 基因 完整 的 开放 性 阅读 框 为 1 029 


IBM) 及 C 端 螺旋 结构 域 (Grim Helix 3, GH3) (图 
1) 。 多 重 氮 基 酸 序列 比 对 结果 显示 ,其 N 端的 IBM 
和 C 端的 GH3 结构 域 的 保守 性 较 强 ,还 有 其 他 多 处 
保守 区 域 ( 图 1)。 

TB hid 基因 共 编 码 410 个 氨基 酸 , 包 含 3 个 
确定 的 MAPK 磷酸 化 位 点 Pro-X-Ser/Thr-Pro (P-X- 
S/T-P) 和 2 个 可 能 的 MAPK 磷酸 化 位 点 Pro-Pro- 
Ser/Thr-Pro ( P-P-S/T-P) (Clark-Lewis et al.,1991) 。 
对 村 小 实 蝇 的 MAPK 磷酸 化 位 点 的 分 析 结 果 显 示 : 
吉 小 实 蝇 hid 基因 的 推导 氨基 酸 序列 包含 3 个 磷酸 
化 位 点 ,分 别 为 2 个 P-X-S/T-P 位 点 和 1 个 P-P-S/ 
T-P 位 点 (图 2)。 
2.2 Bdhid 基因 推导 蛋白 的 系统 发 育 分 析 

通过 MEGAS. 2 进行 系统 发 育 树 的 构建 。 结 果 
显示 ,系统 发 育 树 分 为 两 大 支 :其 中 两 种 按 实 晶 首 先 
限 到 一 起 ,再 先后 与 同属 实 蝇 科 的 地 中 海 实 蝇 和 村 
小 实 蝇 聚 到 一 起 ,然后 与 家 蝇 科 的 家 晶 聚 为 一 大 支 ; 
而 12 种 果 晶 属 昆虫 聚 为 另 一 大 支 (图 3) 。 
2.3 Bdhid 在 桔 小 实 蝇 不 同 发 育 阶 段 的 表达 

实时 荧光 定量 PCR 结果 显示 , 桔 小 实 晶 hid 基 
因 在 幼虫 期 .是 期 及 成 虫 期 均 有 表达 (图 4)。 幼 虫 
3 个 龄 期 内 hid 基因 转录 水 平均 较 低 ;化 师 初 期 该 基 
因 的 相对 表达 量 突然 升 至 1 龄 幼虫 表达 量 的 27 倍 ， 
且 随 着 化 晴天 数 的 递增 表达 量 呈 现 出 下 降 的 趋势 ; 
REJE hid 的 表达 量 一 直 保 持 较 高 的 水 准 , 初 
羽化 的 成 虫 在 整个 成 虫 期 表达 量 达 到 最 高 ,而 羽化 
后 5 d 成 虫 的 表达 量 显著 降低 (P <0.05)。 



















































































3 讨论 





程序 性 细胞 死亡 是 一 个 由 遗传 机 制 调控 的 细胞 
死亡 的 过 程 ,期 间 受 损伤 的 有 害 的 或 “过 时 ”的 细 
胞 被 清除 ,从 而 维持 生物 体 正常 发 育 。 细 胞 凋 亡 程 
序 失调 可 能 导致 人 类 自身 免疫 性 病变 或 神经 性 疾病 
等 ,因此 医学 上 已 对 哺乳 劲 物 细胞 凋 亡 开展 了 广泛 
的 研究 。 结 果 表明 高 等 动物 的 细胞 凋 亡 是 一 种 内 源 
性 和 外 源 性 路 径 相 结合 ,多 基因 在 转录 水 平 上 进行 
调控 的 复杂 过 程 (Liu et al., 1996; Morizane et al., 
2005), RHG 家 族 的 reaper , hid 和 grim 基因 是 促 凋 
亡 基因 的 主要 成 员 , 它 们 在 纵向 上 分 别 是 不 同 信号 























bp, 编码 342 个 氨基 酸 , 其 推测 氨基 酸 分 子 量 
为 36. 6 kDa。 

氨基 酸 序列 分 析 显 示 , 它 具有 hid 基因 的 典型 
特征 :具有 N Xm IAPs 结合 域 ( IAP-binding-motif, 











通路 的 靶 基 因 (Danial and Korsmeyer, 2004) ,但 在 
横向 间 3 个 基因 可 能 存在 相互 影响 。 

本 研究 通过 较 少 的 已 知 hid 基因 序列 信息 , 通 
过 同 源 克隆 和 RACE 技术 得 到 了 桔 小 实 蝇 hid 基因 。 
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* 
D. melanogaster (TE 80 
A. suspensa 45 
M. domestica 44 
C. capitata 45 
B. dorsalis 45 
IBM 
D. melanogaster Taps PTDQVLYALYEWVR NFTGGDVFFP----HfE---------- 144 
A. suspensa MASPHI-VMALCEA z- $ 112 
M. domestica 'UBG--M-MMALYEA e- 106 
C. capitata VENPYM-VALCEALIŞS JFQYPPP EGSVGGANG---— 115 
B. dorsalis i: R EENS HFMMA FE SFOYPP eGGGGGQEGGGAGVGNG 115 
HidC1 
* 240 
D. melanogaster HE SESS L H RnsvrodinuweunsapPewc--cTvB 220 
A. suspensa E 5 181 
M. domestica 177 
C. capitata 189 
B. dorsalis 184 
D. melanogaster HIS yy yN 220 
A. suspensa 里 PRTERT 181 
M. domestica Mayu 二 
C. capitata IPRTPRT 189 
B. dorsalis IBPRTPRTS 184 
D. melanogaster 3 cgénpssssuis 286 
A. suspensa NOYTPPPTB A 250 
M. domestica piopgg yas TUYN T S an-—--—--—-—— - 229 
C. capitata YTPPPTD GGNLENGSTEAT 269 
B. dorsalis YTPPPTP G-NIF-GATEAT 255 
D. melanogaster 
A. suspensa 
M. domestica EHETSWDEFDDRY xluer 
C. capitata 
B. dorsalis Me een m «4 aug 
D. melanogaster H1SQQRQVERERGRAI: 7 MGC 410 
A. suspensa R 333 
M. domestica 310 
C. capitata 353 
B. dorsalis 342 
GH3 
3r DE f ER 会 J IE E Dad t 会 
图 1 gps hid 基因 的 推导 氨基 酸 序列 与 其 他 双 运 目 昆 虫 同 源 基 因 和 氨基 酸 序列 的 多 重 比 对 
Fig.1 Multiple alignment of the deduced amino acid sequence of hid genes in Bactrocera dorsalis and other dipterans 
分 析 所 用 氨基 酸 序列 的 物种 来 源 及 其 GenBank 登录 号 The origin of the deduced amino acid sequences and their GenBank accession numbers; D. 
melanogaster; WR RWE Drosophila melanogaster, AGB94703. 1; A. suspensa: IMEN EG Tc SW Anastrepha suspensa, AEF30451. 1; M. domestica; Zi 


Musca domestica, XP. 005180529.1; C. capitata; 地 中 海 实 晶 Ceratitis capitata, JAB92755. 1; B dorsalis; 桔 小 实 蝇 Bactrocera dorsalis, KJA61670.. 以 


Clustal X 及 GeneDoc 进行 多 序列 比 对 ,并 进行 标注 黑色 阴影 表示 相同 氨基 酸 ,灰色 阴影 表示 相似 氨基 酸 ; 方 框 标定 的 序列 为 该 基因 的 特征 性 结构 域 I BM 
和 GH3 ;箭头 表示 简 并 引物 位 置 。Multiple sequence alignment is conducted with Clustal X and GeneDoc. The identical and similar residues are shaded in 























black and gray, respectively. Fingerprint conserved motifs (IBM and CH3 of hid are boxed. The arrows show the positions of the degenerate primers. 


对 其 推导 氨基 


fll GH3 结 


构 域 。 


a.a. 1 


PASP PRTP PPTP 


78 139 192 342 


图 2 桔 小 实 晶 HID 蛋白 MAPK 磷酸 化 位 点 分 析 
Fig.2 MAPK phosphorylation sites in HID protein of Bactrocera dorsalis 
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酸 序列 分 析 显 示 其 具有 上 典型 的 IBM 和 蛋白 抑制 因子 IAPs 中 的 Baculovirus IAP Repeat 


IBM 的 前 7 个 氨基 酸 能 够 与 凋 亡 (BIR) 结构 域 特异 结合 ,从 而 解除 IAPs 对 caspase 
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图 3 基于 hid 基因 推导 氨基 酸 序列 的 系统 进化 分 析 
Fig.3  Phylogenetic analysis based on amino acid sequences of HID proteins 
HID 氨基 酸 序 列 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin of amino acid sequences of HID proteins and their GenBank accession numbers; Drosophila 
melanogaster; NP. 524136.2; Drosophila ananassae; XP. 001958248 ; Drosophila erecta; XP. 001972854. 1; Drosophila grimshawi; XP. 001985533; 
Drosophila mojavensis: XP. 002008606. 1; Drosophila persimilis: XP. 002024132. 1; Drosophila pseudoobscura pseudoobscura; XP. 001353975. 2; 
Drosophila sechellia: XP | 002042569. 1; Drosophila simulans; XP. 002085360. 1; Drosophila virilis; XP 002048357. 1; Drosophila yakuba: XP_ 
002094916. 1; Drosophila willistoni; XP. 002067955.1; Anastrepha suspensa; AEF30451.1; Anastrepha ludens; AFH35882. 1; Musca domestica; XP . 


005180529. 1; Ceratitis capitata; JAB92755.1 
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图 4 hid 基因 在 桔 小 实 蝎 各 发 育 阶 段 的 相对 表达 量 


Fig.4 Relative expression level of hid in different 























developmental stages of Bactrocera dorsalis 
1: 1 龄 幼虫 1st instar larva; 2: 2 龄 幼虫 2nd instar larva; 3; 3 龄 幼 上 
3rd instar larva; 4: 1 H #$4 1 d-old pupa; 5: 8 日 龄 师 8 d-old pupa; 6: 
1 日 龄 雄 虫 1 d-old male adult; 7: 5 日 龄 雄 虫 5 d-old male adult; 8; 1 
日 龄 肉 虫 1 d-old female adult; 9: 5 日 龄 雌 虫 S d-old female adult. 图 
中 数据 为 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 字母 表示 该 基因 在 不 同 发 育 阶 
段 间 的 表达 量 存在 显著 性 差异 (已 <0.05 ,LSD 法 ) 。 以 工龄 幼虫 中 hid 
表达 量 作为 1 ,选取 a- TUB. 作为 标准 化 内 参 ,用 2-^*“ 法 计算 相对 表 
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达 量 。Data in the figure are mean + SE. Different letters above bars 
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represent significant difference in the relative expression level at different 


developmental stages at the 0. 05 level by LSD test. The relative expression 


ym AACT 


level of hid is determined by method with the expression level in 


the Ist instar larvae as 1 and a-TUB selected as the endogenous reference. 


的 阻 抑 作用 (Zachariou et al., 2003) 。 这 两 个 结构 
对 于 凋 亡 程序 的 引导 及 凋 亡 活性 具有 重要 的 意义 
(Schetelig et al.，2011 ) 。 另 外 ,reaper 基因 除 包含 
IBM 和 GH3 外 ,还 具有 一 个 中 央 螺 旋 结 构 域 ,该 结 
构 域 在 reaper 与 hid 互 作 过 程 中 至 关 重 要 ,但 在 目 
前 已 知 的 hid 和 grim 基因 ,包括 本 研究 克隆 到 的 桔 
小 实 蝇 hid 基因 中 都 未 发 现 类 似 结构 (Schetelig et 
al., 2011), 

Bergmann 5 (1998) 在 前 期 研究 中 发 现 ,hid 可 
以 在 果 蝇 正常 存活 的 细胞 中 表达 , 这 与 reaper 和 
grim. 仪 在 将 要 死亡 的 细胞 中 表达 不 同 。Yin 和 
Thummel (2004) 的 研究 表明 ,hid 能 够 解除 IAPs 对 
caspase 的 阻 抑 作用 ,使 得 幼虫 某 些 组 织 的 细胞 迅速 
凋 亡 ,幼虫 组 织 如 唾液 腺 被 破坏 , 虫 体 发 生 形态 学 改 
变 ,这 是 果 蝇 由 幼虫 变 成 熟 的 过 程 中 必要 的 细胞 死 
CHL HDK hid 基因 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 
量 分 析 结 果 与 以 上 观点 一 致 。 在 3 龄 幼虫 末期 至 
1 日 龄 晴 期 hid 基因 的 表达 量 均 呈 现 出 迅速 上 升 ,其 
至 出 现 几 十 倍 的 增长 ,这 说 明 在 该 阶段 虫 体 某 些 结 
构 的 细胞 大 量 凋 亡 ,同时 生长 出 新 结构 所 需 的 细胞 ， 
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从 而 使 昆虫 的 形态 结构 发 生 较 大 变化 ,完成 “变态 ” 
发 育 过 程 。 

细胞 凋 亡 在 保持 生物 体 的 组 织 稳 态 以 维持 其 正 
常生 命 进程 中 起 重要 作用 ,因此 在 成 虫 期 可 能 会 有 
较 稳 定 的 表达 。 对 果 蝇 衰老 (aging) 过 程 和 机 制 的 
研究 结果 显示 , 促 调 亡 基因 hid 和 grim 在 30 日 龄 及 
更 老 的 成 虫 中 表达 量 有 上 升 趋势 (Zheng et al., 
2005) ,但 本 研究 未 选取 更 高 日 龄 的 成 虫 进行 表达 
量 分 析 , 下 一 步 可 通过 后 续 实验 深入 研究 在 果 蝇 中 
初步 发 现 的 这 一 规律 是 否 普遍 存在 。 

随 着 分 子 生物 学 等 高 新 技术 的 快速 发 展 ,人 类 
已 经 可 以 做 到 通过 转基因 等 技术 手段 对 细胞 凋 亡 进 
程 进行 调控 。Horn 和 Wimmer(2002 ) 结合 四 环 素 开 
关 调 控 系 统 和 基于 piggyBac 转 座 子 的 转基因 技术 ， 
通过 驱动 载体 (driver) 中 的 胚胎 早期 发 育 基 因 的 启 
动 子 调 控 效 应 载体 (effector) 中 hid 基因 的 表达 ,在 
果 蝇 上 首次 实现 了 双 元 件 的 可 抑制 胚胎 致死 品系 ， 
并 成 功 将 该 系统 转移 到 地 中 海 实 蝇 和 加 勒 比 按 实 蝇 
上 (Schetelig et al., 2009; Schetelig and Handler, 
2012) 。 饲 养 条 件 下 可 在 饲料 中 加 入 四 环 素 而 控制 
该 致死 系统 在 虫 体 中 不 表达 , 而 与 未 食用 四 环 素 饲 
料 的 雄 虫 交配 的 野生 型 瞧 虫 所 产 的 卵 ,由 于 体内 没 
有 四 环 素 ,而 该 致死 系统 启动 ,使 其 不 能 发 育 到 幼 
虫 。 将 该 技术 与 不 育 昆 虫 释 放 技 术 (sterile insect 
echnique, SIT) 相 结合 将 会 对 重大 农林 和 卫生 
害虫 ,尤其 是 入 侵害 虫 的 防 控 提 供 更 加 强 有 力 的 
工具 。 

对 hid 等 细胞 凋 亡 相关 基因 在 非 模式 物种 上 的 
研究 将 有 助 于 进一步 了 解 细 胞 凋 亡 相关 过 程 的 共同 
规律 和 进化 选择 ,从 而 丰富 细胞 凋 亡 机 制 的 基础 学 
研究 理论 ;在 应 用 方面 还 能 与 高 新 分 子 生 物 学 技术 
手段 相 结合 为 环境 友好 型 的 害虫 高 效 防 治 或 调控 提 
供 更 新 的 思路 和 更 有 效 的 措施 。 
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